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摘要 : 参考 粉 纹 夜 峨 Trichoplusia ni 颗 粒 体 病 毒 增 强 因 子 的 基因 序列 ， 设 计 PCR 引物 ， 用 PCR 到 
应 扩 增 出 特异 性 产物 。 用 EoR 1. BamH | 双 酶 酶 切 处 理 PCR 反应 产物 ， 然 后 克隆 到 质粒 
pUC19 中 ， 构 建 重 组 质粒 pUCLO-SF; 对 重组 质粒 bpUCl9-SF 中 的 外 源 片 段 测 序 ， 结 果 证 明 PCR 
扩 增 产物 是 烙 虫 颗粒 体 病 毒 PaGV-Ps 增 效 因子 基因 的 一 段 序列 。 重 组 质粒 pUC19-SF 的 插入 片段 
标记 为 探 针 ， 通 过 Southern 杂交 将 增 效 因子 基因 定位 于 PuGV-Ps 病毒 基因 组 的 多 种 酶 切片 段 上 。 
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杆 状 病毒 增 效 蛋 白 是 某 些 杆 状 病毒 编码 的 活性 筷 白 质 ， 能 促进 病毒 对 敏感 细胞 的 感染 过 
程 。 研 究 增 效 香 白 一 方面 有 助 于 深入 了 解 病毒 的 侵 染 和 复制 机 制 ， 另 一 方面 增 效 蛋白 可 以 作 
为 微生物 杀 虫 剂 的 活性 添加 组 分 应 用 于 害虫 的 生物 防治 。 粉 纹 夜 蛾 颗粒 体 病毒 〔 他 iopopzausia 
ni granulosis virus) TaGV) 编码 的 病毒 增强 因子 Cviral enhancing factor，VEF) 基因 是 第 1 个 殉 
隆 、 测 序 的 昆虫 病毒 增 效 蛋白 基因 [1。 之 后 又 测序 分 析 了 PuGV-SF、HaGV 的 增 效 蛋 白 基 因 [21。 

用 东方 粘 忠 Pseudaletia separata HERMA BIAI (Pseudaletia unipuncia granu- 
losis virus， 夏 威 夷 毒 株 )， 得 到 转 寄主 的 粘 虫 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps。 从 转 寄主 颗粒 体 病 毒 
PuGV-Ps HGRA SA Po BEA (synergistic factor，SF)， 我 们 已 经 分 析 了 增 效 
因子 的 生化 性 质 31、 测 定 了 增 效 因子 的 增 效 活性 。 但 目前 对 增 效 因子 基因 的 表达 情况 研究 较 
少 ; 并 且 我 们 注意 到 在 转 宿 主 粘 中 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 中 增 效 因子 在 病毒 包涵 体 总 蛋白 中 所 
占 比 例 较 大 ， 高 于 Tanada 报道 的 S%[4， 从 增 效 蛋白 的 表达 水 平 推测 增 效 因子 基因 启动 子 的 
活性 应 该 很 高 。 要 在 转录 水 平和 翻译 水 平分 析 增 效 因子 基因 的 活性 ， 克 隆 全 长 的 基因 序列 、 
分 析 基 因 5 端 调控 区 的 结构 与 功能 是 必需 的 前 期 工作 。 因 此 作者 研究 了 粘 虫 颗粒 体 病 毒 
PuGV-Ps 基因 组 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 ， 利 用 Southern 杂交 对 增 效 因子 基因 进行 定位 ， 为 
进一步 克隆 全 长 的 增 效 因子 基因 提供 了 前 期 工作 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 细菌、 质粒、 酶 及 其 它 试剂 
大 肠 杆 菌 菌株 TG1、 克 隆 载 体 pUC19 质粒 由 中 国 科学 院 微生物 研究 所 分 子 病毒 学 室 提 
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供 。 内 切 酶 、 连 接 酶 〈T4 DNA ligase) 等 分 子 生物 学 试剂 为 华美 生物 工程 公司 或 Promega 公 
司 的 产品 ， 同 位 素 w2P-dCTP 购 自 Du Pont 公司 ; 其 它 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 粘 虫 颗粒 体 病 毒 基因 组 DNA 的 提取 制备 

先 制备 粘 虫 颗粒 体 病毒 病毒 粒子 悬 液 ， 人 参考 Smith 和 Summers 的 方法 5 提取 基因 组 DNA. 
1.3 ”PCR 反应 

根据 已 报道 的 TnGV 病毒 增强 因子 基因 序列 村 ， 用 计算 机 辅助 设计 一 对 引物 。 上 游 序 列 
与 参照 序列 相同 ， 下 游 序列 与 参照 序列 互补 。 引 物 由 中 国 科 学 院 微 生物 研究 所 生物 新 技术 中 
心 用 Oligo 1000M DNA Synthesizer 合成 。 上 游 引 物 序 列 为 5’ CCGAATTCCGCAGAAACTC- 
CTCCAATGTTGC?’, 为 了 下 一 步 克 隆 方便 ， 在 和 端 添 加 EcoRI BUM A CRIA 5 
GAATTC3’)， 加 保护 碱 基 CC， 其 G+C 含量 为 51%， 计 算 退 火 温度 为 70C; 下 游 引 物 为 5 
CCGACCGCCAGCATCAGCTTTCACG3’， 加 保护 碱 基 CC， 其 G+C 含量 为 600%， 计 算 退 火 
温度 为 74C 。PCR 反应 条 件 为 ， 先 94 亿 变性 4 min， 然 后 依次 94 各 变性 1 min, 55C 复 性 45 
RO. 72°C KE(F 1 min， 完 成 30 个 循环 ;， 最 后 720C 延伸 10 mine 
1.4 核酸 样品 的 酶 切 、 电 泳 检 测 

核酸 样品 酶 切 反应 按 常 规 分 子 生 物 学 方法 进行 。0.7% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ，DNA 分 子 
EIEN ADNA/EcoR] + Hindi- 
1.5 重组 质粒 的 构建 

PCR 扩 增 得 到 的 产物 先 用 低 熔 点 琼脂 糖 胶 纯化 ， 用 EcoR TIT、BamHI 双 酶 消化 ， 低 熔点 
胶 回收 纯化 约 780 bp 的 酶 切片 段 ， 作 为 待 克 隆 片 段 ; 酶 切 处 理 克 隆 载体 pUC19， 进 行 连接 反 
应 :连接 反应 产物 转化 感受 态 细胞 TG1;， 碱 法 提取 质粒 DNA， 取 可 能 是 重组 质粒 的 DNA 样 
mH EcoR1 + BamHI] 双 酶 酶 切 ， 切 出 的 片段 与 预期 大 小 《783 bp) 相符 的 质粒 是 重组 正确 
的 质粒 ， 命 名 为 质粒 pPUC19-SF。 
1.6 DNA 序列 测定 

用 Sanger 双 脱 氧 测序 法 ， 对 质粒 pUC19-SF 中 的 插入 片段 进行 测序 。 由 中 国 科学 院 微 生 
物 研究 所 生物 新 技术 中 心 用 Applied Biosystems Model 373A 型 DNA 测序 仪 完成 。 
1.7 Southern 杂交 

用 双 酶 EcoRI. BamHI MUMA pUC19-SFE， 低 熔点 胶 回 收 纯化 长 度 为 783 bp 的 酶 切 
片段 ， 作 为 标记 反应 的 模板 ， 探 针 标 记 采 用 Promega 公司 的 Primer-a-Gene® Labeling System 
试剂 盒 。PuGV-Ps 基因 组 DNA 酶 切 、 电 沪 分 离 后 ， 应 用 毛细 管 转移 法 将 酶 切片 段 转移 至 Ze- 
ta-probe 尼龙 膜 (Bio-Rad 产品 )， 并 用 紫外 交 联 固定 。627 预 杂 交 2 h， 然 后 加 入 标记 探 针 
SS 水浴 杂 交 12 h, 洗 膜 条 件 参考 Sambrook 等 [5] 。 


2 实验 结果 


2.1 PCR 反应 、PCR 产物 的 克隆 及 酶 切 鉴定 

PCR 反应 扩 增 出 一 条 纯度 很 高 的 特异 带 ， 与 预期 的 864 bp 大 小 一 致 ，PCR 反应 的 特异 性 
好 。PCR 产物 经 EcoRI > BamHI XNU, Ep A RIAS EcoRI > BamHI M 
切 处 理 的 载体 pUC19 中 ; 进一步 用 EcoRI]. BamH [WA BA, BED) FKEA 783 bp 
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的 外 源 片 段 ， 从 而 证 明 : 经 酶 切 处 理 的 
PCR 产物 已 克隆 重组 在 载体 pUC19 上 ， 得 
到 重组 质粒 pUC19-SF。 结 果 见 图 1。 
2.2 重组 质粒 pUC19-SF 的 序列 测定 

用 Sanger 双 脱 氧 链 终止 测序 法 测定 
pUC19-SF 中 外 源 片 段 ， 得 到 核酸 序列 。 与 
病毒 TnGV 基因 组 中 病毒 增强 因子 VEF 的 
Fea) 比较 (图 2)， 二 者 的 同 源 性 高 达 
98% 。DNA 序列 测定 的 结果 充分 说 明 PCR 
产物 是 粘 虫 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 增 效 因子 基 
因 的 部 分 序列 。 测 序 的 一 段 包 括 - 220 nt 至 
563 nt， 长 为 783 bp; 其 中 序列 sATAAG 4 





图 1 PCR 产物 、 重 组 质粒 pUC19-SF 酶 切 


uae 为 杆 状 病毒 基因 典型 的 晚期 启动 子 。 
Fig. 1 Electrophoregram of PCR product and 2.3 粘 虫 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 基因 组 
pUC19-SF digested by EcoR I /BamH I DNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 

A. pUC19; B. EcoRI. BamHI 双 酶 切 的 pUC19 用 8 种 限制 性 内 切 酶 分 别 单 酶 切 或 双 
pUC19 digested by EcoR I /BamH I ; C. PCR 产物 

PCR product; M. DNA 分 子 量 标准 DNA markers; 酶 切 D 基因 组 DNA，0.7% 琼脂 粮 

D. pUC19-SF 的 酶 切 产 物 pUC19-SF digested by 凝 胶 电泳 图 谱 见 图 3。PuGV-Ps 基因 组 酶 切 

EcoRI /BamHI; E~H. pUC19-SF 产物 的 电泳 图 谱 中 存在 亚 克 人 分子 带 (sub- 


molar band) 。 
2.4 增 效 因子 基因 的 定位 
以 重组 质粒 pUC19-SF 的 插入 片段 为 模板 ， 利 用 随机 引物 标记 法 制备 探 针 。Southern 杂 
交 结 果 见 图 4。 根据 杂交 带 的 位 置 ， 将 增 效 因子 基因 定位 于 PuGV-Ps 病毒 基因 组 DNA 酶 切片 
B BamHI-C, EcoRI -H, Hindil-J~ Kpn I-K, PstI -I~ Sma 1 -J]、Xho TL-K 上 “【( 酶 切片 
段 排 序 时 不 计 亚 克 分 子 带 )。 其 中 EcoRI-H, Kpn I-K, Sma 1-J 片段 大 小 较 合 适 ， 可 进 一 
步 用 于 克隆 全 长 的 增 效 因子 基因 。 


3 讨论 


在 设计 实验 时 ， 为 了 克隆 PCR 产物 方便 ， 在 上 游 引物 SHI EcoRI 酶 切 位 点 ; 并 试图 
利用 PCR 产物 3’ 端 已 有 的 BamHI] 酶 切 位 点 (参照 TnGV 基因 组 中 病毒 增强 因子 VEF 的 序 
列 ，PCR 产物 3' 端 应 有 BamH] EA) M EcoRI . BamHI 双 酶 酶 切 PCR 产物 ， 转 
化 感受 态 菌株 TG1， 得 到 重组 质粒 pUC19-SF， 说 明 实 验 设计 合理 可 行 ， 并 且 已 初步 说 明 
PCR 产物 是 特异 性 的 目的 片段 。 测 序 结果 更 充分 地 证 明 PCR 产物 是 粘 虫 颗粒 体 病 毒 增 效 因子 
基因 的 一 段 序 列 ， 颗 粒 体 病毒 的 增 效 蛋白 基因 高 度 保守 。 

与 原始 病毒 一 美洲 粘 虫 颗粒 体 病毒 基因 组 的 酶 切 图 谱 t (Hind BO) 相 比 ， 转 宿主 
粘 虫 颗粒 体 病毒 PuGV-Ps 病毒 基因 组 的 酶 切 图 谱 存 在 差异 ， 即 转 宿主 增殖 的 粘 虫 颗粒 体 病毒 
基因 组 DNA 有 变异 。PuGV-Ps 基因 组 DNA 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 显 示 可 见 的 亚 克 分 子 带 ， 
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-220 GAAACTCCTC CAATGTTGCA AG ATTTTITT ACAAGAGTCA 


gaaactccte 
TTACAICIGAAA 
tlacaagaaa 
AGAIGAGALT 
avatgavatt 
ALAGCALTAAT 
atagcataat 
GCTGCATTAA 
ectecattaa 
GTGCTACCGC 
gtgctaccge 
CAGACGCACC 
cagacecacc 
TACGAGCAGA 
tacgagcaga 
CTCTTGAACA 
ctetigaaca 
CCAATGGATG 
ccaalggatg 
GGCICGGIGGG 
ggctggta88 
GGACCACACA 
ggaccacaca 
ACACTTTAAG 
acactttaag 
ATTTGGACCT 
atttggacct 
TTGGACGTGA 
ttygacgtga 
TYACTATGAT 
ttactatgat 


Try rGCAGGr 
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Caalgttgca cgattttttt acaagagtica ttttgcacgl 
TTTATTACAA GATTAGCTGIA] TTGTGATAAA = GGTCTGCACG 
tttattacaa gattagctec ttgigataaa eetctacacyg 

CAAATACGVTA ATGAGAAPTG = CGOTGATTTGC > ACGAGTTTAT 
Caaatacgta atgagaatig Cgtgatttgc acgagtttat 
PYGCIAGGAA TGHANGTTGG TTTGTGATGT TTAGGTGTTC 
ttgctaggaa tgtctetige ttigtgatgt ttaggtgttc 
TIAIAAGACT ATGTCGTACA AAGTGATTGT ACCCGCITACC 
ttataagact atgtcgtaca aagtgattgt acccectacc 
CGTGGCTCAG AGICGGTGAG AATTGGATAT TCGCAAGACA 
cgtgectcag agicggtgag aattggatat tegcaagaca 
GAGGTGGGAG ‘TCGTTCTACC GGCGAACACG AAATTTCGTG 
gagetgggag tcgtictacc pecgaacacg aaatttcgtg 
TITCTCTAGG GCIGGGCTTCA CCCGACCCGT = AATAGTGCGC 
tttctctagg gccgectica cccgacccet adtaptecec 
ACIMACCGTAG CACTGAACGA GAAATCAACT TGAACAACGA 
acaaccytag cactgaacga gaaatcaact tgaacaacga 
GAGGTGGAGC ATGRAGCACGA 办 AGTGTGccg TTRGTCGATT 
gagglggage atgcgcacga gagtgtgcet ttcgtagatt 
CGAAAAGGIAC ACTATGGIICG AAGIGIATTT TGAAATCGAC 
cgaaaagaac aclatggccg aagtgtattt tgaaatcgac 
TACCGCTACC = CGTGTACGTG TICAACACGA GACCCGTCGA 
taccgctacc cgtgtacgtg ttcaacacga vacccptcga 
AGCGAGTAIC GCCAAAGTTC GTCTGGCTAC TGCTTTCTAT 
agcgagtatc gccaaagttc gtctgectac tgctttctat 
GGTCTGTATG = TTGGTACCGC CCGTAGCAA AAACGCTTTIA 
ggictgtatg ttggtaccge ecectagcaa aaacgcitta 
ACATTTTCGA = GCTTCATCAA TTTTATAACG = AAATCAITAA 
acattttcga ecttcatcaa ttttataacg aaatcattaa 
GACCTGTGCG = =GCTIGGTCGA GGA 563 
gacctetgcg gcttggtcga gpa 


图 2 和 粘 虫 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 增 效 因子 部 分 序列 与 TnGV VEF 相应 序列 《小 写 ) 的 比较 


Fig. 2 Partial sequence comparison of the gene of PuGV-Ps synergistic [actor with 


corresponding sequence of TnGV VEF 


说 明 用 虫 体 增殖 的 转 宿 主 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 其 基因 型 是 不 均一 的 。 
与 核 型 多 角 体 病毒 相 比 ， 在 分 子 水 平 对 颗粒 体 病毒 的 研究 很 少 。 几 种 颗粒 体 病 毒 的 物理 
图 谱 己 有 报道 [27-:241， 目 前 从 颗粒 体 病毒 基因 组 中 鉴定 测序 的 基因 有 : 颗粒 体 蛋 白 Cgranulin) 


表示 有 差异 的 碱 基 Shows different bases between the two sequences: ATG 为 起 始 密码 子 start coden 
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图 3 PuGV-Ps 病毒 基因 组 DNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 
Fig. 3 Cleavage patterns of PuGV-Ps genome DNA digested with restriction endonucleases 
M. DNA markers; B. BamHI; E. EcoRI; H. HindIl; K. Kpn 1; P. Pst 1; 
S. Sma I ; X. Xho I; B+H. BamHI / HindĪl ; G. PuGV-Ps genome DNA 





图 4 Southern 杂交 图 谱 
Fig. 4 Southern blot hybridization and localization 
of synergistic factor gene 
M. DNA markers; B. BamHI; E. EcoRI; H. Hindlfl; 
K. Kpn 1; P. PstI; S. Sma l; X. Xhol; 
B+H. BamHI / Hind ; G. PuGV-Ps genome DNA 


AANU AEA, DNA 结合 
蛋白 基因 081、 细 胞 凋 亡 抑制 基因 ap 
we HB egt 基因 [201 以 及 颗粒 
体 病 毒 基 因 组 中 的 同 源 序列 ?11。 研 究 证 明 
颗粒 体 病毒 、 核 型 多 角 体 病毒 中 相同 的 保 
守 基 因 并 不 多 [7]， 对 颗粒 体 病 毒 的 功能 基 
因 测序 ， 将 有 助 于 从 分 子 生 物 学 水 平 深 入 
研究 二 种 病毒 的 关系 。 

尽管 粘 虫 颗粒 体 病 毒 PuGV-Ps 增 效 因 
子 的 分 子 量 很 大 ( 约 为 108 kD)， 但 其 表达 
量 仍 较 高 ; 蛋白 质 的 表达 水 平 与 基因 的 启 
动 子 活性 密切 相关 ， 因 此 克隆 、 测 序 分 析 
全 长 的 增 效 因子 基因 序列 ， 特 别 是 进一步 
克隆 、 分 析 增 效 因子 基因 5 端 调控 区 的 结 
构 ， 对 于 研究 在 病毒 感染 过 程 中 增 效 因子 
的 表达 情况 具有 重要 意义 。 
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Location of the gene encoding synergistic factor 
of the Pseudaletia unipuncta granulosis virus 


LIU Qiang!, YE Yin’, BAI Xiao-dong!, DING Cui! 
C1. Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China; 
2. Institute of Microbiology, the Chinese Academy of Sciences: Beijing 100080, China) 


Abstract: Using the nucleotide sequence of the VEF ‘viral enhancing factor) gene of Trichoplusia 
ni granulosis virus for reference» we designed a primer for PCR and amplified a specific fragment 
by PCR reaction. A recombinant plasmid pUC19-SF was constructed by cloning the PCR product 
which was treated with EcoR I > BamH] into pUC19. The PCR product was proven to be a 
fragment of the gene encoding the synergistic factor of Pseudaletia unipuncta granulosis virus 
(PuGV-Ps) by DNA sequencing. After labeling this fragment as a probe, the gene encoding of the 
synergistic factor was located in many restrictive fragments of PuGV-Ps genome by Southern blot 
hybridization. 

Key words: Pseudaletia unipuncia granulosis virus; synergistic factor: genetic location; Southern 
blot hybridization 


